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論文内容要旨
第一章序論
 神経発生の研究は,細胞の増殖分化のみならず,誘導,決定,位置情報などの幅広い細胞間相互作用
 を理解するうえで,有効なモデルとなる。ショウジョウバエや線虫といった単純な生物を用いた系統的
 な研究の結果,これまで多数の神経分化に関与する遺伝子が同定され,その制御機構や遺伝子間の相互
 作用が明らかにされてきた。他方,脊椎動物における神経発生の研究は,哺乳類では発生が胎生で進む
 ことによる実験手技の制限から両生類や鳥類を用いた実験発生学的なものに長い問限られてきた。しか
 し,近年の分子生物学の発展により,ショウジョウバエをはじめとする無脊椎動物と脊椎動物の神経発
 生機構の類似性はみかけの神経発生の違いほど差異はなく,神経発生過程で働く遺伝子は驚くほど共通
 性があることがわかってきた。そこで既に当研究室で単離されたショウジョウバエ胚の中枢神経系の発
 生に関与しているbHLHIPAS型転写因子SimのマウスホモログであるmSim1,mSim2についてマウス胚で
 の発現様式を調べることによりmSiml,mSim2の神経発生での役割を解析した。
 また,成体の小脳で強く発現し,小脳機能に何らかの寄与をしていると思われるGCbox結合転写因子
 BTEBについて遺伝子破壊マウスを作製し,BTEBの個体レベルでの機能を解析した。GCboxはハウスキ
 ーピング遺伝子のプロモーター領域によく見られる配列であるがこのGCboxに結合する転写因子として
 BTEB,BTEB2及びSp1ファミリーが挙げられる。これらの転写因子はGCboxという共通の認識配列を有
 するが発現パターンや転写活性化ドメインの構造の違いにより生体内ではそれぞれ固有の働きをしてい
 ると考えられる。BTEB遺伝子の破壊実験によりGCbox結合転写因子の生体での機能を明らかにすること
 を目的とした。
 第二章mSimの中枢神経系での発現
 マウス胚におけるmSim1,mSim2のmRNAの発現分布を解析するためにmSim1,mSim2のcRNAをプロ
 ーブとして,wholemountinsituハイブリダイゼーションを行った。mSim1の発現は8.0日胚より体節で始
 まっていた。その後,9.5日胚では体節での発現は皮節に局在し,それ以外にも中脳,腎節にも発現が認
 められた。9.5日胚の脳切片を作製し,より詳細な発現部位の同定を行ったところ正中線では発現はみら
 れず,神経管の腹側に2本のストライプとして陽性細胞が存在していた。mSim2の発現はmSim1よりやや
 遅れて8.5日胚から間脳で始まった。この間脳のみに局在した発現様式は9.5日胚でも同様であった。これ
 ら8.5日胚,9.5日胚の間脳切片を作製するとmSim1の中脳での発現と同様,正中線では発現が認められず,
 間脳腹部側に2本のストライプとして陽性細胞が存在していた。間脳での発現は継続し,13.5日胚では間
 脳の分化に伴い,mSim2の発現は視床下部に限局していた。間脳以外では10.5日胚より第一一二鰓弓,前
 肢芽,運動神経に発現がみられた。これらの発現領域での切片を作製したところ,鰓弓での発現は中胚
 葉由来の間充織に限局しており,前肢芽の発現は背側と腹側に分かれていた。以上,mSimlとmSim2は時
 間的空間的に異なる発現様式を示していた。
 第三章8TEB欠損マウスの作製と解析
 Lac-Z/neoカセットを用いたBTEBターゲティングベクターをE14-ES細胞に導入し,相同組替え変異株を
 単離し,胚盤胞インジェクション法により得られたキメラマウスをC57BL/6と交配して,ヘテロ型変異マ
 ウスを作製した。ヘテロ型変異マウス同士の交配によりBTEBを完全に欠損したBTEBホモ変異マウスを
 得た。このBTEBホモ型変異マウスについて,パラフィン切片による組織標本の解析,フットプリントテ
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 スト,回転棒テストなどの行動解析を行い,野生型マウス及びヘテロ型変異マウスとの比較検討をした。
 また,Lac-Zの挿入により,BTEBプロモーター依存的にβ一galacfos/da∫eが発現するので,β一8a/acro31da5e
 染色を行い,BTEBのタンパクレベルでの発現プロファイルを解析し,mRNAとタンパク質の発現様式を
 比較した。BTEB欠損マウスの表現型はヘテロ型変異マウス,ホモ型変異マウス共に正常に発育し,生殖
 も可能であった。
 β一8βノaσ'osfdase染色によってBTEBの発現様式を調べたところ,胎生期では骨格系で主に発現し,成獣
 になるとさまざまな組織でBTEBは発現していたが,特に小脳での発現が顕著であった。肺ではmRNAは
 検出されたにも関わらず,β一8alac`os/dase染色では肺に陽性細胞は全く存在していなかった。組織の形態
 は通常の細胞核染色ではどの臓器にも異常は見られなかったが,プルキンエ細胞を特異的に染色する抗
 IP、R抗体による免疫染・色を行ったところ,BTEBホモ型変異マウスでは小脳プルキンエ細胞の樹状突起が
 減少していた。小脳機能を調べるため,BTEBホモ型変異マウスの行動解析を行ったところ,フットプリ
 ントテストは野生型,ヘテロ型変異マウスと違いはなかったが,回転棒テストでは明らかな成績低下が
 見られた。
第四章総括
 ショウジョウバエ胚の変異株の解析から単離されたbHLHIPAS型転写因子Simはマウス胚でもショウジ
 ョウバエと同様に中枢神経系の発生に関与していることが示唆された。しかし,mSim1,mSim2の発現パ
 ターンは脳の発現分布をみてもmSimlは中脳に,Sim2は間脳に発現しているといったように互いに相補
 的であった。mSiml,mSim2は分子構造,分子機能共に似通っているが異なる発現分布をすることにより,
 標的遺伝子の違いを生み,それぞれ固有の機能を獲得したと思われる。また,ヒトSim2の染色体マッピ
 ングの報告より,ヒトSim2がダウン症候群の原因遺伝子の候補としてあげられているが,マウス胚の
 mSim2の発現様式とダウン症候群の発症部位はほぼ一致しておりこの仮説を支持するものであった。
 BTEB欠損マウスはBTEB欠損マウスは今まで報告されたSp1ファミリーの遺伝子欠損マウスの表現型と
 は異なり,正常に発育し交配も可能であった。また,形態学的検索でも光顕レベルでの異常は見出すこ
 とはできなかった。つまり,BTEBは発生分化及び生存に必須な遺伝子でないことが明らかとなった。
 BTEB遺伝子産物は胎生期から発現しているが,ほとんどの組織で異常がみられないのは他のSp1ファミ
 リー及びBTEB2によって代償されていると考えられる。BTEB欠損マウスの表現型は回転棒テストの成績
 低下であるがこれは小脳機能である協調運動障害によるものと考えられる。病理的検索では小脳の形態
 に異常を認めなかったが小脳プルキンエ細胞特異的な分子マーカーによる免疫染色により,BTEB欠損マ
 ウスのプルキンエ細胞は樹状突起が減少していることが確認され,このプルキンエ細胞の形態異常が小
 脳機能の欠損を引き起こしていると思われる。培養細胞のNeuro2Aを用いた実験ではBTEBを細胞内に導
 入することにより,BTEBの過剰発現を起こすとNeuro2Aの神経突起が増加するという結果が得られてい
 るが,このBTEB欠損マウスの表現型はBTEBが神経突起の伸長に必要な因子であることを裏付けるもの
 であった。BTEBは転写制御のみならず,翻訳レベルでも制御されていることが培養細胞の系において知
 られている。mRNAとタンパクの発現様式を比較したところ,個体レベルでは肺のみでBTEBの翻訳レベ
 ルでの制御が働いていることが明らかになった。
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 論文審査の結果の要旨
 本論文はbHLHIPAS構造モチーフを持つmSimlとmSim2転写調節因子と亜鉛フィンガー構造モチーフを
 持つBTEB転写調節因子の発生における時間的空間的発現様式と遺伝子欠失マウスを作製し,その機能を
 検討したものである。mSim1とmSlm2は分子構造,分子機能共に似通っているが,脳における発現分布を
 みると,mSim1は中脳に,mSim2は間脳に主として発現しており,発現パターンに相補性がみられた。ま
 た,ヒトSim2の染色体マッピングの報告から,ヒトSim2がダウン症候群の原因遺伝子の一つとして考え
 られているが,マウス胚のSim2の発現様式はダウン症候群の発症部位とほぼ一致していることから,こ
 の仮説を支持していると結論された。
 BTEBはGCボックス結合性などSplとよく似た性質を持っている。この転写因子の生物作用を検討する
 ために,β一ガラクトシダーゼ遺伝子を組み込んだtargetingvectorを作製して相同組換えによって,BTEB
 遺伝子欠損マウスを作製した。この遺伝子の欠失マウスは,これまでに報告されたSplファミリーの遺伝
 子欠失マウスの表現型とは異なり,正常に発育し,繁殖能も変化はなかった。また一般的な光学顕微鏡
 レベルでの観察では異常を見出すことはできなかった。BTEB遺伝子は胎生期から発現しているが,殆ど
 の組織で異常が見られないのは,他のSp1ファミリーやBTEB2がBTEBの作用を代償していることが考え
 られた。しかし,生後7日目にBTEBの小脳に顕著な発現が見られることが分り,回転棒テストを行った
 ところBTEB欠失マウスに顕著な成績の低下が見出され,小脳機能の協調運動障害が明らかになった。小
 脳プルキンエ細胞特異的マーカーIP,Rの免疫染色により,プルキンエ細胞の樹上突起が減少していること
 が確認され,小脳機能の障害はプルキンエ細胞の形態異常が原因であることが推定された。培養細胞
 Neuro2Aを用いた実験で,BTEBを過剰発現させるとNeuro2Aの神経突起が増加する結果が得られている
 が,このBTEB欠失マウスの表現型はBTEBが神経突起の伸長に必要な因子であることを裏付けるもので
 ある。
 以上の結果は,本論文提出者が自立して研究活動を行うに必要な高度の研究能力と学識を有すること
 を示している。
 したがって,守田匡伸提出の論文は,博士(理学)の学位として合格と認める。
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